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第 1 章 序論 
 
ネギアザミウマ Thrips tabaci は体長 1.1～1.6 mm のアザミウマ目アザミウマ科に属
する地中海東地域原産の昆虫であり、全世界に分布している(Mound, 1997)。本種は英
名 onion thrips の由来通り、タマネギの重要害虫であるが、寄主範囲が広く、野菜、






spotted wilt virus, TSWV)やアイリス黄斑ウイルス(Iris yellow spot virus , IYSV)を媒介す
る(Zawirska 1976; 土井ら, 2003)。TSWV はミカンキイロアザミウマ Frankliniella 
occidentalis などの他種アザミウマも媒介するが、IYSV は本種のみが媒介し(井上ら, 
2010)、トルコギキョウではえそ輪紋、タマネギ、ネギ、ニラなどではえそ条斑の症













から雌と雄が生じる産雌雄単為生殖(deuterotoky)が確認されているが(Nault et al., 
2006)、日本では現時点において確認されていない。日本に生息する本種の生殖型は、
元々は産雌型であったと考えられており(Sakimura, 1937; 今井ら, 1988)、産雄型が確認
されたのは 1989 年とされている(Murai, 1990)。その後、産雄型の生息が日本各地で確
認され、現在では産雌型よりも産雄型の割合が高まっている地域がある(Toda and 
Murai, 2007; 武澤, 2012; 十川ら, 2013; 横山・鹿島, 2013; 武田, 2014)。また、産雌型
と産雄型はしばしば同所的に生息し、同一地域においても圃場ごとに両生殖型の比率
が異なる(十川ら, 2013)。産雌型と産雄型は生態学的な特性について異なる点があり、
例えば産雄型の TSWV 媒介能は産雌型よりも高い(Chatzivassiliou et al., 2002)。寄主作
物での増殖においても、キャベツでは産雌型が産雄型よりも純増殖率および内的自然
増加率が高く、タマネギでは産雄型の方が高い(Li et al., 2014)。また、産雌型の雌成虫




ャネルモジュレーター) (IRAC, 2017)、有機リン系(IRAC コード 1B：アセチルコリン
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エステラーゼ阻害剤) (IRAC, 2017)、カーバメート系(IRAC コード 1A：アセチルコリ
ンエステラーゼ阻害剤) (IRAC, 2017)、ネオニコチノイド系(IRAC コード 4A：ニコチ
ン性アセチルコリン受容体競合的モジュレーター) (IRAC, 2017)の殺虫剤に対する感
受性の低下が報告されている(西森ら, 2003; 竹内ら, 2007; Morishita, 2008; 福田ら, 
2009; 多々良ら, 2010; 柴尾・田中, 2012; 大井田ら, 2012; 鹿島ら, 2013; 春山・松本, 
2013; 土井ら, 2014; 橋本, 2017)。特に、合成ピレスロイド剤に対する感受性の低下が
産雄型の分布域において著しい (柴尾・田中, 2012; 鹿島ら, 2013; 十川ら, 2013; 春




って殺虫効果を発揮する殺虫剤である(Sattelle and Yamamoto, 1988; Bloomquist, 1993; 
Soderlund, 1995; Narahashi, 1996)。合成ピレスロイド剤に対する抵抗性は主に、1)標的
であるナトリウムチャネルの感受性の低下、2)チトクローム P450 (CYP450)などの解
毒分解酵素活性の増大によって付与されることが多くの昆虫種で報告されてきた
(Scott, 1999; Soderlund and Knipple, 2003)。ナトリウムチャネルは 1 つの α-サブユニッ
トと複数の β-サブユニットで構成される(Goldin, 2001)。機能的により重要な α-サブユ
ニットは 4つのドメイン(I-IV)から構成され、各ドメインは 6つの膜貫通セグメント(S)
に区分される(図 1-1) (Noda et al., 1984)。ミカンキイロアザミウマのナトリウムチャネ
ルの感受性低下による抵抗性には、ドメイン IIS6 の 1014 番目のアミノ酸部位におけ





る(Forcioli et al., 2002)。ミナミキイロアザミウマ Thrips palmi では T929I が抵抗性に関
与しており(Bao and Sonoda, 2012)、チャノキイロアザミウマ Scirtothrips dorsalis では
T929I と L1014F が抵抗性に関わっている(横山ら, 2014)。ネギアザミウマではドメイ
ン IIS4-IIS5 の 918 番目のアミノ酸部位における置換(メチオニンからスレオニン
(M918T)もしくはロイシン(M918L))、T929I、ドメイン IIS6 の 1010 番目のアミノ酸部
位におけるバリンからアラニンへの置換(V1010A)、L1014F が抵抗性に関与している
(Toda and Morishita, 2009; Wu et al., 2014)。 
合成ピレスロイド剤抵抗性の解毒分解に関わる主な酵素として CYP450、グルタチ
オン S-トランスフェラーゼ(GST)およびカルボキシルエステラーゼ(CE)などが報告さ
れている(Tomita and Scott, 1995; Vontas et al., 2002; Devonshire and Moores, 1982)。
CYP450 は小胞体もしくはミトコンドリアに局在する膜結合のタンパク質で、様々な
基質を酸化する酵素として解毒をはじめとする様々な生体反応を触媒する(Estabrook 
et al., 1971)。CYP450 の合成ピレスロイド剤抵抗性への関与については、主に活性阻
害剤である piperonyl butoxide (PBO)を用いた生物検定により示唆されてきた(Gunning 
et al., 1998; Young et al., 2005; Moores et al., 2009)。ミカンキイロアザミウマではアクリ
ナトリンに対する抵抗性レベルが PBO 処理により 1/93 に低下し、デルタメトリンに
対する抵抗性レベルは 1/13 に低下した(Espinosa et al, 2005)。ミナミキイロアザミウマ
では、シペルメトリンに対する抵抗性レベルが PBO 処理により 1/14 に低下すること
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が報告されてきた(Scott, 1999; Soderlund and Knipple, 2003)。アザミウマ科ではミカン
キイロアザミウマ、チャノキイロアザミウマ、ミナミキイロアザミウマ、ネギアザミ
ウマにおいて合成ピレスロイド剤に対する抵抗性機構の解析が行われている(Forcioli 
et al., 2002; Toda and Morishita, 2009; Bao and Sonoda, 2012; Wu et al., 2014; 横山ら, 
2014)。ネギアザミウマでは、ナトリウムチャネルのドメイン IIS5 における T929I の
みをホモ接合体として持つ抵抗性系統とM918TとL1014Fの両方をヘテロ接合体とし
て持つ抵抗性系統が日本で確認され(Toda and Morishita, 2009)、ドメイン IIS4-IIS5 の
M918L とドメイン IIS6 の V1010A の両方を持つ抵抗性系統がアメリカ合衆国で確認
されている(Wu et al., 2014)。 
アザミウマ科におけるCYP450による解毒分解の合成ピレスロイド剤抵抗性への関
与については、ミカンキイロアザミウマやミナミキイロアザミウマで報告されている
















本研究で用いたネギアザミウマ系統を表 2-1 に示した。これらのうち第 2 章では、
KOC50、KOC2、KOC2442、KOC16、TOK12、TOK6、TOK401、KAG1、KAG2-1 の 9
系統を用いた。各系統は催芽ソラマメ種子 (Vicia faba ) を餌として、23°C、長日条件
(16L:8D)において累代飼育した(図 2-1)。採卵は Murai and Loomans (2001)の方法に準
じて行った。すなわち、約 100～200 頭の雌成虫をアクリル製の採卵容器(直径 50 mm, 
高さ 40 mm) (図 2-1)に入れて、チャの花粉を餌として与え、23°C の長日条件(16L:8D)
において 3～4 日間産卵させた。 
 
2.2. 供試薬剤 
 合成ピレスロイド剤としてシペルメトリン(アグロスリン 6.0% E.C.) (住友化学株
式会社)、展着剤としてポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテル(アグラー 







ら, 2011)で行った(図 2-1)。インゲン初生葉の葉片(以後、インゲン葉片と表記) (3 × 3 














20 倍に希釈した PBO を上記薬液に加えた。PBO の処理濃度は 0.295 mM、アセトン







2.5. ゲノム DNA 抽出とナトリウムチャネル遺伝子変異の解析 
 ゲノム DNA の抽出は、上記 9 系統の雌成虫(各系統 10～30 頭)を乳鉢と乳棒で摩砕
し、Wizard Genomic DNA Purification Kit (プロメガ株式会社) を用いて行った。エタノ
ール沈殿後、乾燥させた DNA を 20～60 μl の滅菌蒸留水により溶解した。ネギアザミ
ウマのシペルメトリン抵抗性への関与が報告されているナトリウムチャネルのアミ
ノ酸変異(M918T、M918L、T929I、V1010A、L1014F)の各系統における有無を調べる
ために、変異部分を含む遺伝子領域を PCR で増幅した。PCR に用いたプライマーは、
Tt-Na-5´-3 (5´-tgagtccgaagttctatttt-3´) と Tt-Na-3´-5 (5´-ggtccgagatctgattcgtc-3´)である。プ
ライマーの設計は、ネギアザミウマのナトリウムチャネルドメイン IIS4-IIS6 塩基配列
部分(GenBank/EMBL/DDBJ accession No. LC164017) に基づいて行った。PCR は、1 μl
のネギアザミウマ雌成虫の DNA 溶液、5 μl の Quick TaqTM HS DyeMix (東洋紡株式会
社) 、0.4 μl の 5´および 3´プライマー(10 μM)に滅菌蒸留水を加えて 10 μl となるよう
に調整して行った。反応条件は 94°C 3 分(1 サイクル)；94°C 15 秒、60°C 30 秒、72°C 
1 分(40 サイクル)；72°C 7 分(1 サイクル)とした。PCR 産物の確認は 1.0%アガロース
ゲルによる分画と臭化エチジウム染色の後、紫外線を照射して行った。ダイレクトシ
ーケンシング反応は、BigDye Terminator ver3 (アプライドバイオシステムズ)を用いて
行った。具体的には、0.5 μl の BigDye○
R
 Terminator version 3.1 Cycle Sequencing RR-100、
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1.75 μl の 5x Sequencing Buffer 、 0.25 μl の プ ラ イ マ ー (Tt-Na-direct-seq4 : 
5´-gcgaacgtttgctttgatcc-3´) (10 μM)、0.25-0.4 μl の PCR 産物に滅菌蒸留水を加えて 10 μl
となるように調整して行った。反応条件は 96°C 1 分(1 サイクル)；96°C 10 秒、50°C 5
秒、60°C 4 分(25 サイクル)とした。ダイレクトシーケンシングは、DNA シーケンサ
ー (3130xl) (アプライドバイオシステムズ)を用いて行った。 
 
2.6. 生殖型の判定 
 ネギアザミウマの産雄型と産雌型の判定は、以下の 2 つの方法で行った。まず、圃
場で採集した雌成虫を個体ごとに、催芽ソラマメとキッチンタオル(直径 50 mm) (王





シダーゼサブユニット I (cytochrome-c oxidase subunit I, COI)遺伝子の塩基配列に基づ
く 生 殖 型 の 判 定 を 行 っ た 。 COI 遺 伝 子 の 一 部 領 域 (490 bp) を 、 UEA3 
(5´-tatagcattcccacgaataaataa-3´) (5´プライマー ) (Zhang and Hewitt, 1997)と Tt448 
(5´-atgagaaattagtccaaatcctgg-3´) (3´プライマー) (竹内・土`田, 2011)を用いた PCR により
増幅した。PCR の反応液は上に述べた。反応条件は 94°C 3 分(1 サイクル)；94°C 15












ら、産雄型が産雌型と誤って判定されることがあり(Sogo et al., 2015)、本研究におい
ても産雄型の KOC16 は、COI 遺伝子配列に基づく方法では産雌型と判定された。 
 
3.2. 生物検定 
 シペルメトリンに対する LC50 値を表 2-2 に示した。最も低い LC50 値を示したのは
KOC50 で 0.013 mg/L、最も LC50値が高かったのは TOK401 で 393.06 mg/L であった。
TOK401 の抵抗性レベルは KOC50 の 30235 倍と見積られた。ネギ、タマネギ、ニラ








各系統のナトリウムチャネル遺伝子のドメイン IIS4-IIS6 領域を PCR で増幅し、ダ
イレクトシーケンシングにより塩基配列決定を行い、アミノ酸変異の有無を調べた。
その結果、LC50 値が 30 mg/L 以上で抵抗性と考えられる KOC2、KOC2442、KOC16、
TOK6、TOK401、KAG2-1 の 6 系統は T929I のホモ接合体であることが明らかとなっ
た。しかしながら、抵抗性 6 系統の LC50 値については 2.6 倍～5.5 倍の違いがあり、





 各系統の PBO を用いた場合のシペルメトリンに対する LC50 値を表 2-2 に示した。
最も低い LC50 値を示したのは KOC50 で 0.016 mg/L、最も LC50 値が高かったのは
TOK401 で 105.119 mg/L であった。PBO 無処理時の KOC50 の LC50 値は 0.013 mg/L、
TOK401 は 393.06 mg/L であったことから、PBO による共力作用(シペルメトリン単独
処理における LC50 値／シペルメトリン＋活性阻害剤処理における LC50 値)は、KOC50
で 0.81 倍、TOK401 で 3.74 倍となった。PBO の共力作用は系統ごとに異なり、KOC16
と TOK401 はそれぞれ、3.09 倍と 3.74 倍となったが、KOC2、KOC2442、TOK6、KAG2-1
では 1.34～1.81 倍となり、LC50 値に顕著な変化は認められなかった。 
PBO による共力作用の結果から、本研究における T929I を持つ抵抗性系統の異なる
抵抗性レベルには、CYP450 による解毒分解の違いが関与している可能性が示唆され
た。合成ピレスロイド剤抵抗性に関わる主な酵素として CYP450 のほかに、GST およ
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び CE などが報告されているが(Devonshire and Moores, 1982; Vontas et al., 2002)、ミカ
ンキイロアザミウマおよびミナミキイロアザミウマでは両者の関与は否定されてい
る(Espinosa et al., 2005; Thalavaisundaram et al., 2008; 包, 2014)。今後、合成ピレスロイ

























































る(Sakimura, 1937; 今井ら, 1988)。日本で初めて産雄型が確認されたのは 1989 年とさ
れている(Murai, 1990)。その後、産雄型の生息が日本各地で確認され、現在では産雌
型よりも産雄型の割合が高い地域もある(Toda and Murai 2007; 武澤, 2012; 十川ら, 
2013; 横山・鹿島, 2013; 武田, 2014)。産雄型の比率が高まっている要因として、両生
殖型の発育、成虫寿命、産卵数の違いが考えられる。実際、ネギアザミウマ産雌型の
シペルメトリン抵抗性系統の生涯産卵数は、同生殖型の感受性系統よりも少ないとい

















 第 3 章では、第 2 章で用いた 9 系統(KOC50、KOC2、KOC2442、KOC16、TOK12、
TOK6、TOK401、KAG1、KAG2-1)を含む、86 系統を用いた(表 2-1)。生殖型の判定は
第 2 章に述べた。各系統は、催芽ソラマメ種子を餌として、23°C、長日条件(16L:8D)
において累代飼育した。生物学的パフォーマンスを調べるために、86 系統から 7 系統
(KOC50、KOC2、KOC2442、TOK12、TOK6、TOK401、KAG2)を選抜した。第 2 章に
おいて KOC2、KOC2442、TOK6、TOK401 はシペルメトリン抵抗性系統、KOC50 と
TOK12 はシペルメトリン感受性系統であると判定された。産雌型の KAG2 は常用濃





調べた。発育期間を調べるために、Murai and Loomans (2001)の方法により、約 100～
200 頭の雌成虫を採卵容器に入れ、23°C、長日条件(16L:8D)において、午前 10 時～16
時までの 6 時間産卵させ、卵を得た。孵化後 24 時間以内の 1 齢幼虫を試験に用いた。






成虫寿命と生涯産卵数を調べるために、Murai and Loomans (2001)の方法により約
100～200 頭の雌成虫を採卵容器に入れ、23°C、長日条件(16L:8D)において 3～4 日間
産卵させ、卵を得た。ふ化した幼虫は、催芽ソラマメ種子を餌として飼育した。産雄
型は 2 蛹の発育段階で、実体顕微鏡(M60;ライカマイクロシステムズ)を用いて雄蛹と
雌蛹を判定した(図 3-1)。雄蛹と雌蛹をプラスチックシャーレ内の 400 µl の蒸留水で




(20 mm × 15 mm)に直径 5 mm の孔をあけて葉片(15 mm × 10 mm)を取り付けた後、プ
ラスチックシャーレに張った(図 3-2)。葉片を張り付けたプラスチックシャーレ内に羽
化後 24 時間以内の雌成虫を 1 頭ずつ面相筆で移し、雌成虫の生存と葉片に産卵され
た卵数を、透過照明装置付の実体顕微鏡(M125)を用いて、雌成虫が死亡するまで毎日
調べた。葉片はプラスチックシャーレの蓋ごと毎日交換した。 






のために、R commander (ver. 1.30) を一部変更した EZR (ver. 2.2.0) (Kanda, 2013)を用
いて、Tukey-HSD 検定を行った。 
 
2.3. ゲノム DNA 抽出とナトリウムチャネル遺伝子変異の解析 
 第 2 章に述べた方法により、86 系統の雌成虫(各系統 10～30 頭)からゲノム DNA を
抽出した。86 系統についてナトリウムチャネルのアミノ酸変異(M918T、M918L、T929I、








な違いは認められなかった。KOC2442 と TOK401 における発育期間は雄と雌で違い
はなかった(相澤, 未発表データ)。7 系統の羽化率は 73.5～92.8%となった。 
 
3.2. 成虫寿命および産卵数の系統間比較 
 供試した 7 系統の成虫寿命、産卵前期間、生涯産卵数、日あたり産卵数を表 3-2 に
示した。産雌型の抵抗性系統(KOC2、TOK6)は他の系統に比べて、成虫寿命が短く、









86 系統のナトリウムチャネル遺伝子断片を PCR で増幅し、ダイレクトシーケンシ
ングを行った。その結果、産雄型の 53 系統はすべて T929I のホモ接合体であり、産







例えばミナミキイロアザミウマ(Bao and Sonoda, 2012; Bao et al., 2014a)やミカンキイ
ロアザミウマ(Forcioli et al., 2002)で報告されている。コナガ Plutella xylostella では
T929I は単独で存在せず、常に L1014F と共存しているが(Schuler et al., 1998; Tsukahara 
et al., 2003)、アザミウマ科では T929I は単独で主要な抵抗性因子として作用するよう
である。アザミウマ科以外で T929I が単独で合成ピレスロイド剤抵抗性に関わってい
る例は、コクゾウムシ Sitophilus zeamais (Araújo et al., 2011)とタバココナジラミ




































































































































































(Kobayashi and Hasegawa, 2016)とは異なる。また、ネギアザミウマの 25°C における発
育期間は約 17 日(Murai, 2000)であることを考えると、産雄型の絶滅はわずか 4-5 世代
で生じたことになる。 
産雄型の雄成虫は産雄型および産雌型の雌成虫のどちらとも交尾を行い、選好性は










第 4 章ではまず、産雄型系統の雄成虫 1 頭と産雄型または産雌型系統の雌成虫 1 頭
の交尾行動を観察した。次に、産雄型系統の雄成虫 1 頭を 2 頭の雌成虫(産雄型系統
の雌成虫：産雌型系統の雌成虫＝1 頭：1 頭)あるいは 3 頭の雌成虫(産雄型系統の雌成







産雄型 3 系統(TOK401、KOC2442、KOC16)と産雌型 3 系統(KOC2、KOC50、KAG1)
を試験に用いた(表 4-1)。KOC16 は F1 世代および F2 世代における性の出現に基づく生
殖型判定では産雄型とされたが、COI 配列に基づくと産雌型と判定された系統である。
いずれの系統も催芽ソラマメ種子を餌として、23°C、長日条件(16L:8D)において累代
飼育した。Murai and Loomans (2001)の方法により、約 100～200 頭の雌成虫を採卵容
器に入れ、23°C、長日条件(16L:8D)において 3～4 日間産卵させ、卵を得た。ふ化幼
虫は、催芽ソラマメ種子を餌として飼育した。産雄型系統は、第 3 章に記した手法に





and Toda, 2002)。産雌型系統(KOC50、KOC2、KAG1)の体色は 23°C で飼育したところ
淡色系となった(図 4-1)。一方、産雄型系統(TOK401、KOC2442、KOC16)の雌成虫の
体色は発育期間の温度が高温(24°C)であっても暗色系であると報告されている(中野




 交尾行動の観察には一部変更したマンジャーセルを用いて行った(Munger, 1942) 
(図 4-2)。すなわち、アクリル板 (25 × 75 × 1 mm)に 100 µl の蒸留水で湿らせたろ紙(50 
× 20 mm, No. 2; 株式会社アドバンテック)、インゲン葉片(40 × 20 mm)の順番で重ねた。
その上に直径 10 mm の穴をあけたアクリル板をインゲン葉片上に穴の位置がくるよ
うに重ね、上下 2 枚のアクリル板を輪ゴムで固定した。供試虫をインゲン葉片上に接
種した後、アクリル板の穴をカバーガラス(18 × 18 × 0.12-0.17 mm)で覆った。 
試験1：産雄型系統(KOC2442、TOK401、KOC16)の雄成虫1頭と産雄型系統(KOC2442、
TOK401、KOC16)の雌成虫 1 頭または産雌型系統(KOC50、KOC2、KAG1)の雌成虫 1
頭を供試した(表 4-2)。 
試験 2：上に述べた産雄型系統の雄成虫 1 頭と 2 頭の雌成虫(産雄型系統：産雌型系統
=1 頭：1 頭)を供試した(表 4-3)。 
試験 3：上に述べた産雄型系統の雄成虫 1 頭と 3 頭の雌成虫(産雄型系統：産雌型系統
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=1 頭：2 頭もしくは 2 頭：1 頭)を供試した(表 4-3)。交尾行動の観察にはビデオカメ
ラ(FDR-AX100、HDR-PJ790V または HDR-CX12; ソニー株式会社) を装着した実体顕
微鏡(M60 または M125)を用いた。試験 1 および試験 2 の観察時間は 20 分間、試験 3
は 27 分間の観察を行った。すべての試験は、午前 10 時～午後 7 時の間に 23°C にお
いて顕微鏡の照明の下で行った。ヒラズハナアザミウマ Thrips intonsa の配偶行動観
察(村井, 1988)と同様に、雌雄が接触し交尾にいたるまでの時間(交尾前時間)と交尾時










雄成虫は羽化後 5 日目、雌成虫は羽化後 5～8 日目の個体を用いた。4 頭の産雄型系統
の雄成虫を 20 頭の産雄型系統の雌成虫、40 頭の雌成虫(産雄型系統：産雌型系統＝20
頭：20 頭)、80 頭の雌成虫(産雄型系統：産雌型系統＝20 頭：60 頭)とともに、第 2 章
で述べた採卵容器に入れて、23°C、長日条件(16L:8D)で 24 時間交尾させた。対照と






を判定した。対照の雌成虫 80 頭を供試した処理区のみ繰り返しは 3 回とし、その他




較検定のために、R commander (ver. 1.30) を一部変更した EZR (ver. 2.2.0) (Kanda, 2013)
を用いて、Mann-Whitney の U 検定を行った。試験 2 および 3 で供試した両生殖型の
雌成虫数に対する交尾雌成虫数の生殖型比率および両生殖型の無交尾雌成虫数に対
する雄のハラスメント数の生殖型比率の適合度については、EZR を用いた χ2検定を行
った。試験 4 の F1 世代に雌を産んだ産雄型系統の雌成虫比率は、アークサイン変換





生殖型に関わりなく同じであった(Mann-Whitney の U 検定, p > 0.05) (表 4-2)。TOK401
の雄成虫は、TOK401の雌成虫 1頭およびKOC2の雌成虫 2頭と供試した場合、TOK401
の雌成虫 2 頭および KOC2 の雌成虫 1 頭と供試した場合に、予測値よりも高い比率で
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同じ生殖型の雌と交尾した(χ2 検定, p < 0.05) (表 4-3)。それ以外の組み合わせでは、特
定の生殖型の雌に対する偏った選好性は認められなかった(χ2 検定, p > 0.05) (表 4-3)。
TOK401 の雄成虫は、TOK401 の雌成虫および KOC2 の雌成虫と供試した場合に、雌
成虫の数に関わりなく、同じ生殖型の雌にハラスメントを行った(χ2 検定, p < 0.05) (表
4-3)。それ以外の組み合わせでは、特定の生殖型雌に対する偏ったハラスメントは認
められなかった(χ2検定, p >0.05) (表 4-3)。アザミウマ科の雄成虫は同種の雌のみなら
ず別種の雌にも交尾を試みることが知られている(Kirk, 1985)。一方、クロゲハナアザ






組み合わせ(TOK401 と KOC2)とそうでない組み合わせ(KOC2442 と KOC50 および
KOC16 と KAG1)の存在が明らかとなった。このことは、産雄型の雄成虫は系統によ
り産雄型および産雌型の雌成虫に対する選好性が異なる事を示唆している。 
KOC2442 (産雄型系統)の雄成虫 4 頭を同じ系統の雌成虫 20 頭、40 頭、80 頭と供試
した場合、雌成虫数の増加にともないF1世代に雌を産んだ雌の比率は低下した(図4-3)。
KOC2442 の雄成虫 4 頭を、20 頭の雌成虫(KOC2442 のみ)、40 頭の雌成虫(KOC2442：
KOC50＝20 頭：20 頭)、80 頭の雌成虫(KOC2442：KOC50＝20 頭：60 頭)と供試した















al., 2015b)。KOC2442 と KOC50 はどちらも同一圃場から同時期に採集した系統である
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図 4-3 産雄型の雄成虫と多数の両生殖型の雌成虫を交尾させた場合における F1世代
に雌を産んだ産雄型雌成虫の比率 
左：産雄型系統(KOC2442)の雄成虫 4 頭に対し、20 頭、40 頭、80 頭の産雄型系統
(KOC2442)の雌成虫を供試した。右：産雄型系統(KOC2442)の雄成虫 4 頭に対し、20
頭の雌成虫(KOC2442 のみ)、40 頭の雌成虫(20 頭の KOC2442 と 20 頭の KOC50)、80
頭の雌成虫(20 頭の KOC2442 と 60 頭の KOC50)を供試した。 







































































































































 第 2 章および第 3 章で述べたように、現在日本では産雄型が分布域を拡大させつつ
ある。例えば、香川県では現在までのところ産雄型の個体は確認されていないが、隣





した個体を実験室内に持ち帰って行うのが一般的である(渡邊ら, 2011; 森下, 2013; 
片山, 2013; 柴尾, 2013)。アザミウマ科の成虫は微小な上に飛翔することから取り扱い
が難しく、持ち運び中に結露等により死亡する個体も多い。そのため、圃場に生息す
る害虫を検定器具とした吸虫管に採集して薬剤感受性検定を行う、例えば食餌浸漬法
(井村, 2012; 宮下・藪, 2012)や検定植物を用いないドライフィルム法(Kwon et al., 2015)
などの簡易モニタリング法が開発されている。しかしながら、前者は害虫のいない検
定植物が必要であり(井村, 2012; 宮下・藪, 2012)、後者は検定時間が 8 時間に限られ










を用いた。KOC50 と KAG1 はシペルメトリン感受性であり、TOK401 と KOC2442 は
ナトリウムチャネルのアミノ酸変異(T929I)を持ちシペルメトリン抵抗性である。なお、





























よび 48 時間後に生存を調べた。各処理区の繰り返しは 3 回とした。 
 
2.4. 寒天ピペットへのシペルメトリン添加 
寒天ピペットをシペルメトリン溶液(30 mg /L)に 50 秒間浸漬後、25 ± 1°C、70 ± 
10%RH 条件のインキュベーター(LPH-241SP)内に 2.5 時間静置して乾燥させた(以後、




KOC50 および KOC2442 の雌成虫を 10:0、8:2、6:4、4:6、2:8、0:10 の割合で混合し、
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CY 寒天ピペットへ供試した。供試虫は 23 ± 1°C、65 ± 10%RH、長日条件(16L:8D)の
インキュベーター(LPH-241SP)内に静置した。生死の判定は供試 24 時間後に行い、苦
悶虫は死虫として扱った。各処理区の繰り返しは 3 回とした。KOC50 および KOC2442
は、第 4 章で述べた通り、雌成虫の体色で区別した(図 4-1)。 
 
2.6. CY 寒天ピペットの殺虫効果に及ぼす温度の影響 
CY 寒天ピペットの殺虫効果に及ぼす温度の影響を調べるため、雌成虫を CY 寒天
ピペットに導入し、16 ± 1°C、23 ± 1°C、30 ± 1°C に暴露した。試験は相対湿度 65 ± 10%
に設定したインキュベーター(LPH-241SP)を用いて行った。生死の判定は処理 24 時間
後に行った。苦悶虫は死虫として取り扱った。Abbott(1925)の補正式を用いて、補正
死虫率を算出した。各処理区の繰り返しは 3 回とした。 
 
2.7. 野外で採集したネギアザミウマ雌成虫を用いた生物検定 
供試虫は 2017 年 10 月に高知県南国市にある 2 カ所の施設栽培ニラ圃場(圃場 A お
よび圃場 B)、1 カ所の露地栽培ネギ圃場(圃場 C)において採集した。各圃場の作物か
らネギアザミウマをプラスチックトレイに払い落とし、5 株あたりに 2 頭ずつ寒天ピ
ペットおよび CY 寒天ピペットに吸入した。ネギアザミウマを含む寒天ピペットと
CY 寒天ピペットはジップ袋に導入した。ジップ袋内の温度と相対湿度は、データー
ロガー(#1923; 株式会社 KN ラボラトリーズ)を用いて、供試 24 時間後まで 10 分間隔
で測定した。生死の判定は処理 24 時間後に行った。苦悶虫は死虫として扱った。各




2.8. ゲノム DNA 抽出とナトリウムチャネル遺伝子変異の解析 
ナトリウムチャネルのアミノ酸変異(M918T、M918L、T929I、V1010A、1014F)をも
たらす遺伝子変異を調べるために、野外で採集したネギアザミウマのゲノム DNA を
10 μl の PrepMan Ultra (サーモフィッシャーサイエンティフィック)を用いて個体ごと
に抽出し、PCR に供した。1st PCR は第 2 章で述べたナトリウムチャネルのドメイン
IIS4-IIS6に相当する遺伝子領域を増幅するためのプライマー(Tt-Na-5´-3と Tt-Na-3´-5)
を用いて行った。反応液は、1 μlのネギアザミウマDNA溶液、3 μlの2x Gflex PCR buffer 
(タカラバイオ株式会社) 、0.2 μl の Tks Gflex DNA polymerase (タカラバイオ株式会社)、
0.3 μlの 5´および 3´プライマー(10 μM)、1.2 μlの滅菌蒸留水を加えて 6 μlに調整した。
1st PCR の反応条件は第 2 章に述べた。2nd PCR は新たに設計したプライマー、
Tt-Na-5´-3-1 (5´-aagaggggtggaacatcttc-3´)と Tt-Na-3´-5-1 (5´-acttttgattacgttgcgaacg-3´)、を
用いて行った。1st PCR の反応液を滅菌蒸留水で 500 倍に希釈した(希釈液)。反応液は、
希釈液 1 μl を鋳型 DNA として使用し、3 μl の 2x Gflex PCR buffer、0.2 μl の Tks Gflex 
DNA polymerase、0.3 μl の 5´および 3´プライマー(10 μM)、1.2 μl の滅菌蒸留水を加え
て 6 μl に調整した。反応条件は 94°C 3 分(1 サイクル)；94°C 15 秒、50°C 30 秒、72°C 
1 分(40 サイクル)；72°C 7 分(1 サイクル)とした。PCR 産物は、アガロース電気泳動に
よる分画を行った後、臭化エチジウムによる染色を行い、紫外線照射下で確認した。
ダイレクトシーケンシングは、第 2 章同様、プライマー Tt-Na-direct-seq4 
(5´-gcgaacgtttgctttgatcc-3´)、BigDye○
R
Terminator version 3.1 Cycle Sequencing Kit、DNA 
sequencer (3130xl)を用いて行った。反応条件は 96°C 1 分(1 サイクル)；96°C 10 秒、50°C 
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5 秒、60°C 4 分(25 サイクル)とした。 
 
3. 結果および考察 
3.1. 寒天ピペットにおけるネギアザミウマの生存率  
寒天ピペットにおける 4 系統の雌成虫の 48 時間後の生存率は、催芽ソラマメと同
様に高かった。このことは、基質として使用した寒天とその濃度(5%)は生物検定にお
ける供試虫の維持に適していることを示唆している(表 5-1)。一方、寒天をコーティン









3.3. CY 寒天ピペットの殺虫効果に及ぼす温度の影響 
合成ピレスロイド剤の殺虫活性は低温条件下でより高まるとの報告がある (Ahn et 
al., 1987)。異なる温度において、CY 寒天ピペットのネギアザミウマに対する殺虫効
果を調べた。シペルメトリン抵抗性の TOK401 および KOC2442 では低温において死






ニラおよびネギ(圃場 A～C)から直接 CY 寒天ピペットに供試したネギアザミウマ
の補正死虫率を表 5-4 に示した。CY 寒天ピペットに供試したネギアザミウマ 136 頭
のうち、ナトリウムチャネルドメイン IIS4-IIS6 に相当する遺伝子領域が PCR で増幅
されたのは 85 頭であった。ナトリウムチャネルのアミノ酸変異に関しては、T929I
のホモ接合体個体のみが確認された。T929I を持たない感受性個体はすべて死亡した。
生存個体はすべて T929I のホモ接合体であった。T929I のホモ接合体 30 頭のうち 10
頭は死亡した。生物検定中における平均温度は 23.1°C、相対湿度は 82.1%であった。
生物検定中の温度が抵抗性個体の死虫率に影響を与えた可能性がある。実際、T929I
のホモ接合体個体からなる抵抗性系統 TOK401 と KOC2442 の 23°C における補正死
虫率はそれぞれ、40.0%と 7.4%であった (表 5-3)。TOK401 のシペルメトリンに対す










































































































第 6 章 総合考察 
 
 日本におけるネギアザミウマの生殖型は、産雌型と産雄型の 2 つである。元々は産
雌型が生息していたと考えられているが(Sakimura, 1937; 今井ら, 1988)、1989 年以降
産雄型が日本各地で確認され、現在では前者よりも後者の割合が高まっている地域が
ある(Toda and Murai, 2007; 武澤, 2012; 十川ら, 2013; 横山・鹿島, 2013; 武田, 2014)。
近年、ネギアザミウマの薬剤感受性の低下が各地で報告されている(西森ら, 2003; 竹
内ら, 2007; 福田ら, 2009; 多々良ら, 2010; 大井田ら, 2012; 柴尾・田中, 2012; 鹿島ら, 
2013; 土井ら, 2014; 橋本, 2017)。一般に、産雄型は産雌型よりも感受性が低い傾向が

























換したピレスロイド剤抵抗性のネッタイシマカ Aedes aegypti 系統は感受性系統に比
べて、産卵した雌成虫の頭数そのものが少なく、産卵数も少なかった(Brito et al., 2013)。
一方、合成ピレスロイド剤(アクリナトリン)抵抗性のミカンキイロアザミウマ系統は、
成虫寿命と発育に関して感受性系統と差がなく、生涯産卵数はむしろ多かった(Bielza 
et al., 2008)。合成ピレスロイド剤抵抗性のイエバエ Musca domestica では、抵抗性に関
わる CYP450 遺伝子(CYP6D1)やナトリウムチャネルのアミノ酸変異の頻度が、殺虫剤
無処理条件下で世代を経ても低下しない系統がみられた(Rinkevich et al., 2013)。ミカ
ンキイロアザミウマでは、日本に侵入した当初から合成ピレスロイド剤に対して感受
















防除効果の低下が報告されている(福田ら, 2009; 柴尾・田中, 2012; 鹿島ら, 2013; 十川
ら, 2013; 土井ら, 2014; 大井田ら, 2014)。ミカンキイロアザミウマやミナミキイロア
ザミウマでは、スピノシン系殺虫剤(スピノサド)抵抗性には、ニコチン性アセチルコ
リン受容体 α6 サブユニットにおけるアミノ酸置換(G275E)が関与している(Puinean et 
al., 2013; Bao et al., 2014b)。また、ミナミキイロアザミウマのネオニコチノイド系殺虫
































下, 1993)、産雌型で検出された低頻度の T929I は産雄型との交配を通じてもたらされ




































































チャネルは、1 つの α-サブユニットと複数の β-サブユニットで構成される。機能的に
重要な α-サブユニットは 4 つのドメイン(I-IV)から構成され、各ドメインは 6 つの膜

























検出された。産雄型 53 系統はすべて T929I を持っていたのに対し、T929I をもつ産雌
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